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【 摘要 】 背景 甲状 腺 自身 抗体 是 诊断 桥 本 甲状 腺 炎 (HT ) 的 标志 ，B 淋巴 细胞 在 HT 的 发 病 机 制 中 发 挥 重要 
作用 。Zeste 同 源 物 2 增强 子 (EZH2 ) 是 一 种 表 观 遗传 学 蛋白 ， 在 淋巴 细胞 的 发 育 与 功能 调控 中 扮演 重要 角色 。 目 的 
本 研究 探讨 EZH2 在 HT 甲状 腺 组 浆 母 细胞 及 浆 细胞 中 的 表达 ， 进 一 步 探讨 EZH2 抑制 剂 在 实验 性 自身 免疫 甲状 腺 
炎 (EAT) 模型 中 的 治疗 作用 。 方 法 ”收集 北京 大 学 第 一 医院 2010—2020 年 6 例 行 甲状 腺 手术 的 患者 ， 取 肿瘤 对 侧 的 
甲状 腺 组 织 (HT 及 正常 甲状 腺 组 织 各 3 例 ) ,通过 RNA-sed 筛选 B 淋巴 细胞 相关 基因 的 表达 情况 ; 收集 16 例 HT E 


者 的 甲状 腺 组 织 和 8 例 健康 对 照 


( HD ) 甲状 腺 组 织 ， 分 别 利用 免疫 组 化 及 免疫 荧光 验证 EZH2 在 HT 甲状 腺 组 织 中 B 


淋巴 细胞 中 的 表达 ; 收集 25 例 HT 甲状 腺 细 针 穿刺 液 (FNA ) 、19 例 HT 外 周 血 以 及 12 例 健康 人 PB 样本 应 用 流 式 细 
胞 分 析 检 测 EZH2 在 浆 母 细胞 及 浆 细 胞 中 的 表达 改变 。 将 15 只 7 周 龄 NOD.H-2" 小 鼠 EAT 模型 分 为 对 照 组 (n=5 ) 、 


EAT 无 注射 (n=5 ) 或 注射 EZH2 


抑制 剂 GSK126 处 理 组 (10 mg/kg, 3 次 腹腔 注射 / 周 ，n=5 ) ，8 周 后 观察 甲状 腺 炎 


证 程度 及 TgAb 水 平 的 改变 。 结 果 ”RNA-seq 结果 显示 ， 相 较 于 正常 甲状 腺 组 织 ，HT 甲状 腺 组 织 中 EZH2 水 平 上 调 ， 


一 些 与 B 淋巴 细胞 表 型 相关 的 基 


因 例如 CD19, CD27, CD38, CD52 相应 增加 。 免 疫 组 化 结果 显示 ，16 例 HT 甲状 腺 


组 织 标本 中 EZH2 免疫 组 化 染色 均 可 在 生发 中 心 (GC) 见 到 阳性 细胞 ， 呈 强 阳 性 ，8 例 正常 甲状 腺 组 织 染 色 中 未 观察 
到 阳性 细胞 。HT 甲状 腺 组 织 中 EZH2 染色 高 表达 在 GC IX, EZH2 特异 性 地 表达 在 CD,AB 淋巴 细胞 中 。 流 式 细胞 术 检 
测 结果 显示 HT FNA 样本 中 CDis 了 淋巴 细胞 、 浆 母 细胞 及 浆 细 胞 比例 均 高 于 HD 外 周 血 、HT 外 周 血样 本 (P«0.01) ， 

HT FNA 样本 中 EZH2 在 CDB 淋巴 细胞 、 浆 母 细胞 中 的 阳性 比例 高 于 HT 外 周 血 ( P<0.005 ) 。 小 鼠 实验 中 ，EAT 组 
甲状 腺 的 淋巴 细胞 温润 较 对 照 组 增加 。GSK126 处 理 组 炎症 程度 评分 和 TgAb 水 平 高 于 对 照 组 ， 低 于 EAT 组， 差异 有 


统计 学 意义 ( P<0.001 ) 。 结 论 


EZH2 在 HT 甲状 腺 组 织 CDB 淋巴 细胞 中 表达 异常 升 高 ， 可 能 促进 了 B 淋巴 细胞 分 


化 成 浆 细胞 进而 促进 自身 抗体 生成 破坏 甲状 腺 ，EZH2 抑制 剂 可 以 减缓 EAT 模型 甲状 腺 炎症 程度 。 浆 母 细 胞 中 EZH2 
表达 增加 可 能 参与 了 HT 的 发 病 机 制 ，EZH2 可 能 成 为 治疗 HT 的 新 靶 点 ， 相 关机 制 需要 进一步 深入 研究 。 
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[ Abstract ] 

and B cells are essential in the pathogenesis of HT. Enhancer of zeste homolog 2 ( EZH2 ) , which is an important epigenetic 


GAO Ying, Professor/Chief physician/Doctoral supervisor; E-mail: gaoyingpkufh Qbjmu.edu.cn 
Background Thyroid autoantibody is a marker for the diagnosis of Hashimoto's thyroiditis ( HT ) , 


regulator, plays an important role in the regulation of lymphocytes development and function. Objective To investigate EZH2 
expression in plasmoblasts and plasma cells in HT, and further explore the therapeutic effect of EZH2 inhibitors in experimental 
autoimmune thyroiditis ( EAT ) model. Methods The thyroid tissues from 6 patients who underwent thyroidectomy (3 HT 
patients with PTC, 3 patients with PTC alone ) in Peking University First Hospital between 2010 and 2020 were obtained from 
the contralateral lobe with thyroid cancer, and screened for the expression of B-lymphocyte-related genes by RNA-seq; thyroid 
tissues from 16 HT patients and 8 normal thyroid tissues were collected and verified for the the expression of EZH2 in B cells in 
HT thyroid tissues by immunohistochemistry or immunofluorescence, respectively. Fine-needle aspiration ( FNA ) samples from 
patients with HT ( n225) , and peripheral blood from patients with HT ( n219) or healthy donors ( n212) were analyzed 
by flow cytometry to define altered EZH2 expression in plasmablasts and plasma cells. Fifteen seven-week-old NOD.H-2" mice 
) , and EZH2 inhibitor+ GSK126 injection 


. The degree of thyroid inflammation and changes in TgAb 


were randomly divided into the control (n=5 ) , EAT without injection group ( n5 
group ( 10 mg/kg, 3 times intraperitoneal injection/week, n=5 ) 
levels were observed after 8 weeks. Results RNA sequencing analysis showed that EZH2 and genes associated with the B-cell 
phenotype such as CD19, CD27, CD38, CD52 were higher expressed in Hthyroid tissues compared with normal thyroid tissues. 
Immunohistochemical results showed that immunohistochemical staining for EZH2 in 16 HT thyroid tissue specimens was strongly 
positive with positive cells observed in the GC region, and no positive cells were observed in the staining of 8 normal thyroid 
tissues. EZH2 staining in HT thyroid tissue was highly expressed in the GC region, and EZH2 was specifically expressed in CDiy 
B cells. The results of flow cytometry assay showed that the proportion of CD;;' B cells, plasmablasts and plasma cells in HT FNA 
samples was higher than that of HD peripheral blood and HT peripheral blood samples ( P«0.01 ) , and the proportion of EZH2 
positivity in CD;,* B cells and plasma cells was higher in HT FNA samples than that of HT peripheral blood ( P«0.005 ) . In the 
mouse experiments, lymphocytic infiltration of the thyroid tissues was increased in the EAT group compared to the control group. 
In the GSK126 treatment groups, the thyroid inflammatory score and serum TgAb titer were significantly higher than the control 
group and lower than the EAT group. Conclusion | EZH2 over-expression in CD;,* B cells of Hthyroid tissues may promote the 
differentiation of B cells into plasma cells and auto-antibody production, which leads to the destruction of thyroid tissues. EZH2 
inhibitors can slow down the degree of thyroid inflammation in the EAT model. Increased EZH2 expression in plasmablasts may be 
involved in the pathogenesis of HT. EZH2 may serve as a therapeutic target for HT, although further studies are needed. 

[Key words] Hashimoto thyroiditides; B-lymphocyte subsets; Enhancer of Zeste homolog 2 protein; 
Hypothyroidism; Targeted therapy 
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一 种 重要 的 表 观 遗 
发 育 与 功能 


桥 本 甲状 腺 炎 (HT ) 是 一 种 器 官 特异 性 的 自身 免 
疫 性 甲状 腺 疾病 ， 是 甲状 腺 功能 减退 ( 简称 甲 减 ) 
a ai, me EE 
生命 “1。 目 前 HT 临床 治疗 主要 集中 在 对 症 及 针对 甲 
jmd) ua n 
开发 新 的 治疗 手段 ， 减 少 甲 减 的 出 现 。 
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o Zeste 同 源 物 2 增强 子 (EZH2) 是 
"— 在 免疫 系统 如 淋巴 细胞 的 
调控 中 发 挥 重 要 作用 "7 。 有 研究 发 现 EZH2 
能 通过 表 观 遗传 学 作用 参与 如 系统 性 红斑 狼疮 所 致 的 
炎症 性 肠 病 等 自身 免疫 疾病 的 发 病 过 程 ， 
异常 升 高 能 够 促进 CD, 江 淋巴 细胞 的 黏附 、 迁 移 ， 


HT 的 发 病 机 制 与 浸润 在 甲状 腺 组 织 中 的 大 量 的 淋 
巴 细胞 例如 组 织 病 理 切 片 可 见 的 生发 中 心 (GC ) "PT 


激活 了 淋巴 细胞 及 调控 浆 细 胞 分 化 ， 促进 抗体 产生 ， 
而 EZH2 抑制 剂 则 能 够 抑制 自身 抗体 形成 O, 


淋巴 细胞 、B 淋巴 细胞 等 以 及 产生 的 自身 抗体 直接 有 
关 “”。 近 年 来 越 来 越 多 的 研究 表明 ， 除 了 遗传 和 环 
境 因 素 外 ， 表 观 遗 传 因子 的 调节 协同 作用 也 可 以 促进 


可 能 是 未 来 治疗 自身 免疫 性 疾病 的 新 半点 。 本 研究 拟 探 
i] EZH2 在 HT 甲状腺 组 织 中 B 淋巴 细胞 的 表达 情况 ， 
在 体内 实验 中 使 用 EZH2 抑制 剂 探索 缓解 实验 性 自身 免 
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疫 甲 状 腺 炎 (EAT ) 小 鼠 模 型 甲状 腺 炎 的 效果 ， 为 未 来 
EZH2 小 分 子 抑制 剂 用 于 HT 的 治疗 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


本 研究 过 程 : 首先 通过 RNA-seq 检测 HT 和 正常 甲 
状 腺 中 基因 表达 差异 ， 再 通过 对 HT 甲状 腺 病理 切片 进 
行 免 疫 组 化 和 免疫 荧光 探索 EZH2 在 CDB 淋巴 细胞 共 
定位 表达 模式 ; 在 此 基础 上 ， 通 过 流 式 细胞 术 检 测 HT 
的 甲状 腺 细 针 穿刺 液 和 外 周 血 的 B 淋巴 细胞 亚 群 分 布 差 
异 以 及 EZH2 的 异常 表达 ; 最 后 在 使 用 EZH2 抑制 剂 的 
EAT 小 鼠 模型 上 检测 甲状 腺 组 织 淋巴 细胞 浸润 程度 、 外 
周 血 TgAb 水 平 变化 。 
1.1 实验 材料 
1.1.1 研究 对 象 和 标本 采集 : 标本 来 源 为 北京 大 学 第 一 
医院 ， 主 要 分 3 部 分 : 第 1 部 分 ， 取 甲状 腺 癌 术 后 肿瘤 
对 侧 病理 明确 为 HT ( 年龄 35~51 岁 ) 、 健 康 对 照 (HD) 
甲状 腺 组 织 (年 龄 22~59 岁 ) 各 3 例 (2017 年 1 月 一 
2018 年 1 月 ), 提取 RNA 以 备 RNA-seq 检 测 ; 第 2 部 分 ， 
取 16 例 HT 患者 甲状 腺 癌 术 后 组 织 病 理 切片 和 8 例 HD 
甲状 腺 组 织 (以 远离 甲状 腺 乳头 状 瘤 的 甲状 腺 组 织 作 
为 病理 对 照 ) 切片 (2010 4E 1 月 一 2020 年 1 月 ) 用 于 
免疫 组 化 及 免疫 荧光 检测 EZH2 在 HT 中 的 表达 模式 ; 
第 3 部 分 ,收集 12 例 HD 者 (年龄 22~62 岁 ) 及 19 例 
HT 患者 (年龄 25~67 岁 ) 的 外 周 血 及 25 例 HT 患者 (年 
fit 27~74 岁 ) 甲状 腺 细 针 穿刺 液 (FNA ) , 采用 流 式 细 
胞 技术 ,检测 B 淋巴 细 胞 亚 群 及 EZH2 的 表达 (2017 
年 1 月 一 2020 年 1 月 )。 本 研究 获得 伦理 委员 会 批准 ( 编 
号 : 2020 科研 062) 。 
1.1.2 HT 患者 诊断 标准 : 依据 甲状 腺 自身 抗体 结合 
状 腺 B 超 、 术 后 病理 或 者 细 针 穿刺 病理 确诊 为 HT。 排 
除 标 准 : C1) 病理 检查 显示 合并 其 他 甲状 腺 疾病 ; (2 ) 
患 其 他 肿瘤 等 疾病 ， 特 别 与 EZH2 相关 的 肿瘤 ， 例 如 黑 
ER. Hun. CEST. (3) 妊娠 等 影响 甲状 腺 激 
素 结合 球 和 蛋白 水 平 的 疾病 ; (4) 和 白血病、 淋巴 瘤 等 B 
淋巴 细胞 异常 的 疾病 ; (5) 系统 性 红斑 狼疮 、 银 居 病 
等 其 他 甲状 腺 以 外 的 自身 免疫 疾病 。 

健康 对 照 者 纳入 标 准 : 健康 人 群 , 甲状 腺 功能 正常 
甲状 腺 自身 抗体 阴性 , 甲状 腺 超声 正常 。 排除 标准 : (1) 
有 甲状 腺 疾病 病史 和 家 族 史 ; (2 ) 患 自身 免疫 性 疾病 、 
肿瘤 等 其 他 疾病 。 
1.1.3 ”实验 动物 : NOD.H-2™ 上 肉 鼠 均 购置 于 赛 业 (苏州 ) 
生物 科技 有 限 公司 ， 实 验方 案 经 北京 大 学 第 一 医院 动物 
管理 委员 会 批准 ( 编号 : J2023021) 。 实 验 过 程 均 符合 
中 国 卫生 部 动物 管理 规范 。 
1.1.4 实验 主要 试剂 与 仪器 : EZH2 抗体 ( Cell Signaling 
Technology, 美国 ) ，CD19 ( Biolegend, XH). ff 
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疫 组 化 试剂 盒 (PV9000， 中 杉 金 桥 ) ，FITC-CD19、 
BV510-CD27, PerCp-Cy5.5-CD38, APC-CD138, PE- 
Cy7-IgD, BV421-EZH2 ( Biolegend, Æ BJ) , -F CER 
/ foe HL (Invitrogen, Alxaflour 488/595, XH), 
GSK126 (Selleck, ŽE ) , RMW (BD, 美国 ) ， 
牛 甲状 腺 球 和 蛋白 (bTg, Sigma-Aldrich, E ) , i6 
共聚 焦 显 微 镜 (Leica， 德 国 ) ， 流 式 细 胞 仪 (BD, 
FACS Canto IL, ZEE) 。 

12 ”实验 方法 
1.2.1. RNA-seq 检测 : 使 用 商品 化 试剂 盒 提取 新 鲜 甲 
状 腺 组 织 (第 1 部分) 的 RNA， 由 上 海 伯 豪 生物 技术 
有 限 公司 对 生物 样本 进行 检测 ， 数 据 分 析 采 用 Fold- 
change (表达 差异 倍数 ) 以 及 检验 统计 学 方法 对 差异 
基因 进行 盘 选 ， 筛 选 条 件 : Fold Change (linear) «0.5 
或 者 Fold Change (linear) 51.5; t 检验，P<0.05。 

1.2.2 ”免疫 组 化 : 将 甲状 腺 标本 (第 2 部 分 ) 的 石蜡 组 
织 切 片 ， 进 行 烤 片 脱 蜡 ， 脱 水 、 抗 原 修 复 、 内 源 性 过 氧 
化 物 酶 灭 活 和 封闭 后 ，EZH2 (1:100 ) 或 CD19 ( 1: 100) 
的 抗体 县 育 ， 用 于 免疫 组 织 化 学 染色 。 二 抗 (PV9000， 
中 杉 金 桥 ) YES FERE 30 min 进行 显 色 ， 再 经 冲洗 、 
复 染 、 脱 水 、 透 明 等 步 又 后 封 固 。 

1.23. 免疫 获 光 与 激光 共聚 焦 : 将 制备 的 石蜡 组 织 切 
片 烤 片 脱 蜡 后 进行 脱水 、 柠 檬 酸 盐 缓冲 液 95 CER 25 
min, 396 过 氧化 氨 在 室温 下 孵育 15 min。EZH2 ( 1:400) 
和 CDI9 (1:500) 一 起 孵育 ， 用 于 免疫 交 光 。 羊 抗 鼠 / 
免 荧光 二 抗 (Alxaflour 488/595 ) 在 室温 下 孵育 2 h， 用 
含有 DAPI (一 种 荧光 染料 ) 的 封 片 。 使 用 Leica 激光 共 
聚焦 显微镜 ， 选 取 405/488/543 激光 观察 相应 指标 在 目 
的 细胞 着 色情 况 。 

1.2.4 流 式 细胞 染色 : 依据 文献 2 31 ， 通 过 流 式 细胞 
术 检 测 (第 3 部 分 ) B 淋巴 细胞 比例 以 及 FEZH2 表达 。 
按照 流 式 样品 要 求 使 用 裂解 溶液 (BD，San Diego, 
CA, USA) 裂解 红细胞 制备 单 细 胞 悬 液 。 用 FTTC- 
CD19, BV510-CD27, PerCp-Cy5.5-CD38, APC- 
CD138, BV421-EZH2( J5 1:100) , PE-Cy7-IgD( 1:200) 
在 室温 下 染色 30 mins 同 种 型 匹配 的 抗体 用 作 阴 性 对 照 ， 
再 经 过 洗涤 、 重 悬 ，FACS Canto 本 流 式 细 胞 仪 上 机 并 用 
FACS Diva 软件 ( BD, San Diego, CA, USA ) 进行 分 析 。 
1.2.5 ”实验 动物 分 组 : 使 用 SPF 级 的 7 周 龄 NOD.H-2" 
MEBR 15 只， 体质 量 20~25 g。 采 取 随 机 数字 表 法 将 小 
鼠 分 为 A、B、C3 组 ,每 组 5 只 ，A 组 野生 型 对 照 组 : 
无 处 理 小 鼠 ; B 组 EAT 组 : 从 饲 喂 矶 水 开始 同时 腹腔 
注射 等 体积 0.9% 握 化 钠 溶 液 ， 注 射 3 次 / 周 ; C 组 
EZH2 抑制 剂 组 :从 饲 喂 碘 水 开始 腹腔 注射 EZH2 抑制 
剂 GSK126, 10 mg/kg, 注射 3 次 / 周 。B AI C 组 均 饲 喂 
0.05% WHEA (Na ) 高 碘 水 8 周 , 建立 EAT 小 鼠 模 型 "1， 
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实验 进行 8 周 后 杀 检 ， 评 佑 每 组 小 鼠 甲 状 腺 炎症 程度 和 
甲状 腺 球 蛋 白 抗 体 ( TgAb ) 水 平 。 
1.2.6 ”实验 动物 甲状 腺 炎症 程度 评估 。 留 取 小 鼠 甲 状 腺 
组 织 行 免疫 组 化 染色 ， 组 织 4% 甲醛 固定 ， 常 规 石 蜡 包 
埋 ， 制 作 石蜡 切片 (5 pm) 。HE 染色 ， 光 学 显微镜 下 
观察 ， 甲 状 腺 淋巴 细胞 浸润 程度 以 百分比 表示 ， 甲 状 腺 
炎症 程度 评分 标准 ,0 分 为 甲状 腺 无 单个 核 细胞 浸润; 
1 分 为 2~3 个 滤 泡 间 辽 有 单个 核 细 胞 浸润 ; 2 分 为 1 个 
滤 泡 内 有 2~3 个 浸润 灶 ; 3 分 为 10%~40% 区 域 被 浸润 ; 
4 分 为 41%~80% 区 域 被 浸润 ; 5 分 为 >80% 区 域 被 浸润 。 
对 每 组 进行 炎症 程度 评分 。 
1.2.7 TgAb 测 定 : 小 鼠 眼 球 采 血 留 取 血清 ， 使 用 
ELISA 方法 检测 TgAb KF, H 0.05M 碳酸 盐 缓冲 液 稀 
释 商 品 化 bTg 终 浓度 为 4 p g/mL 进行 包 被 ， 使 用 PBST 
洗涤 、3%BSA 封闭 后 ， 小 鼠 血 清 按 1: 50 比例 PBST 稀 
释 加 入 96 孔 酶 标 板 ， 经 洗涤 、 二 抗 HRP 标记 的 山羊 
抗 鼠 IgG 孵育 以 及 显 色 后 ， 用 酶 标 仪 在 490 nm 吸光 度 
下 测定 各 孔 OD 值 ， 比 较 (检测 组 OD 值 - 空白 对 照 组 
OD 值 ) 绝对 值 。 
13 统计 学 方法 

应 用 GraphPad Prism 7 ( GraphPad Software, 美国 ) 
进行 数据 处 理 、 统 计 分 析 及 作 图 ， 符 合 正 态 分 布 的 计量 
资料 采用 (x+s ) 表 示 , 两 组 间 比 较 采用 独立 样本 1 检验 ， 
多 组 间 比 较 采 用 单 向 方差 分 析 (ANOVA); 不 符合 正 
态 分 布 的 计量 资料 以 M (Pas, P4) 表示 ， 组 间 比 较 采 
用 非 参 数 检 验 。 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 


2.1 RNA-seq 检测 结果 

对 HT、 正 常 甲状 腺 组 织 进行 RNA-sed 检查 结果 显 
示 ， 相 较 于 正常 甲状 腺 组 织 ，HT 甲状 腺 组 织 中 EZH2 
水 平 上 调 ， 一 些 与 B 淋 巴 细胞 表 型 相关 的 基因 例如 
CD19, CD27, CD38, CD52 相应 增加 ， 见 图 1。 
2.0 ”免疫 组 化 结果 

16 例 HT 甲状 腺 组 织 标本 中 EZH2 免疫 组 化 染色 均 
可 在 GC 见 到 阳性 细胞 (图 2) ， 呈 强 阳 性 ，8 例 正 常 
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甲状 腺 组 织 染 色 中 未 观察 到 阳性 细胞 。HT 甲状 腺 组 织 
中 EZH2 染色 高 表达 在 CC， 而 其 他 区 域 则 未 见 阳性 染 
色 ， 连 续 切 片 进 行 CD19 染色 后 ， 发 现 EZH2 特异 性 地 
表达 在 CDB 淋巴 细胞 中 (图 2 ) 。 进 一 步行 免疫 荧光 
EZH2 和 CD19 的 双重 染色 ， 显 示 EZH2 在 CDB 淋巴 
细胞 特异 性 高 表达 ， 见 图 3。 
2.3” 流 式 细胞 术 检 测 结果 

HT FNA 样本 和 外 周 血 样本 中 B 淋巴 细胞 亚 群 分 布 
流 式 细 胞 圈 门 见 图 4。HT 外 周 血 样本 中 的 CDB 淋巴 
细胞 在 总 淋巴 细胞 的 比例 , 以 及 浆 母 细 胞 CD CDs 细 
胞 ) 、 浆 细胞 (CDyj'CDyss' 细胞 ) 在 CD, B 淋巴 细胞 
的 比例 ， 与 健康 对 照 (HD ) 外 周 血 样本 比较 ， 差 异 无 
统计 学 意义 ( P>0.05) ; HT FNA 样本 中 CD,4B 淋巴 细 
胞 在 总 淋巴 细胞 的 比例 ， 浆 母 细 胞 、 浆 细胞 在 CDB 
淋巴 细胞 的 比例 均 高 于 HD 外 周 血 、HT 外 周 血样 本 ， 
差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 见 表 1。 
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图 1 _ HT 甲状腺 组 织 和 正常 甲状 腺 组 织 中 差异 基因 火山 图 


Figure 1 Differential gene volcano plot in HT thyroid tissue and normal 


thyroid tissue 


HT FNA 样本 中 EZH2 在 CDB 淋巴 细胞 、 浆 母 
细胞 中 的 阳性 比例 高 于 HT 外 周 血 ， 差 异 有 统计 学 意义 


表 1 HD 外 周 血 、HT 外 周 血 及 HTTNA 样本 中 CDiw'B 淋巴 细胞 、 浆 母 细 胞 、 浆 细胞 比例 比较 ( % ) 
Table 1 Comparison of percentages of CD; B cells, plasmablasts and plasma cells in HD peripheral blood, HT peripheral blood, and HT FNA samples 


KELA (CD,CD: B 淋巴 细胞 ) 


浆 细胞 (CD CDiasB 淋巴 细胞 ) 


样本 例 数 CDis*B 淋巴 细胞 [M (P, Ps IM UB A] 
HD 外 周 血 12 10.91+1.9 4.21 (2.35, 8.90) 0.39 (0.20, 0.62) 
HT 外 周 血 19 8.05 + 0.83 6.81 (4.14, 9.05) 0.30 ( 0.18, 0.63) 

HT FNA 21.7 £221" 9.60 (5.54, 18.75) ^ 2.89 (1.54, 5.67) " 
F (H) fü 16.26 9.483 37.33 
P (B «0.001 0.009 « 0.001 


注 :“ 表 示 与 HT 外 周 
腺 细 针 穿刺 液 。 


1 样本 比较 P<0.05,“ 表 示 与 HD 外 周 血样 本 比较 P«0.05; ^y F fi; HD= 健康 对 照 ，HT= 桥 本 甲状 腺 炎 ，FNA= H 
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(P«0.005) ; EZH2 在 HT 外周 血 和 HT FNA 样本 浆 细 2.4 EAT 小 鼠 模型 结果 
胞 中 的 阳性 比例 比较 ， 差 异 无 统计 学 意义 (P>0.05 ) ， EAT 组 甲状 腺 的 淋巴 细胞 浸润 较 对 照 组 增加 ( 图 5 )。 


A 


见 表 2。 GSK126 处 理 组 炎症 程度 评分 和 TgAb 水 平 高 于 对 照 组 


AED. s 
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MEAS NICO II EEHUPERENES i0 00 NEUSS 
Wo; HTI-HT3 来 源 于 不 同 的 患者 ，N 为 正常 甲状 腺 组 织 。 
图 2 HT 及 正常 甲状 腺 组 织 的 免疫 组 化 染色 结果 ( x 40) 


Figure2  Immunohistochemical staining results of HT and normal thyroid tissues 
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ib: HT= 桥 本 甲状 腺 炎 ; EKIN EZH2, REKEN CD, AE, EEIE DAPI 
图 3 HT 甲状 腺 组 织 的 免疫 严 光 染色 结果 ( x 40) 


Figure3  Immunofluorescence staining of HT thyroid tissue 
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注 :“ 为 淋巴 细胞 圈 门 ,“ 为 CDiwB 淋巴 细胞 圈 门 ,“ 为 浆 母 细胞 (CD CDa 细胞 ) ，"” 为 浆 细 胞 C CDS CDs 细胞 ) 。 
图 4 HTFNA 样本 、 外 周 血 样本 流 式 细胞 分 析 圈 门 


Figure 4 Flow cytometric analysis circle gates of samples from FNA in HT thyroid tissue and peripheral blood 
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低 于 EAT 组 ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.001 ) ， 见 表 35 
3 Wit 


B 淋巴 细胞 和 甲状 腺 自身 抗体 在 HT 发 病 机 制 中 发 
挥 重要 作用 。 已 有 研究 报道 作为 HT 标志 性 抗体 的 甲状 
腺 球 和 蛋白 抗体 ( TgAb ) 和 甲状 腺 过 氧化 物 酶 抗体 [TPOADb ) 
可 通过 抗体 依赖 细胞 介 导 细胞 毒 作用 (ADCC ) 和 (或 ) 
补体 依赖 细胞 毒 作 用 损伤 甲状 腺 滤 泡 细胞 。 以 了 淋巴 细 
胞 为 突破 口 ， 探 索 甲 状 腺 自身 抗体 产生 的 机 制 ， 避 免 其 
对 甲状 腺 组 织 的 破坏 可 能 是 预防 出 现 不 可 道 甲 减 的 方向 
之 一 。 有 研究 发 现 ， 多 发 性 硬化 患者 使 用 选择 性 消耗 B 


R2 HT 外周 血 、FNA 样本 中 EZH2 在 CDB 淋巴 细胞 、 浆 母 细胞 、 
浆 细胞 中 的 阳性 比例 比较 ( % ) 
Table 2 Comparison of the proportion of HT peripheral blood and FNA 


samples positive for EZH2 in CD;,* B cells, plasmablasts and plasma cells 


CD./B 浆 母 细胞 浆 细 胞 
样本 例 数 EN 巴 细 胞 (CDa CDa B 淋巴 (CDa CD B 
细胞 ) 淋巴 细胞 ) 
HT 外 周 血 19 6.564+0.77 17.9 (9.82, 30.1) 67.32 +3.52 
HTFNA 25 17.32+ 上 2.84 63.5 (37.6, 79.1) 66.98 € 4.80 
Z (a) fü 3223 57.000 0.055 
P (Ë «0.005 «0.0001 0.9567 
注 : è 为 t fü. 


表 3 3 组 小 鼠 甲 状 腺 炎症 程度 评分 、 外 周 血 TgAb 水 平 比 较 


Table 3 Comparison of the degree of thyroid inflammation scores and 


peripheral blood TgAb levels in 3 groups of mice 


炎症 程度 评分 TgAb 水 平 
组 别 例 数 [MX(Ps, p), 44] ”(0D 信 ) 
对 照 组 5 0(0, 0) 0.06+0.01 
EAT 组 5 2 (3, 21)? 0.85 € 3.52 
GSK126 处 理 组 5 2(2,3)"^ 0.38 + 0.00 
Z CH) fü 84 22.97 
P (ü «0.001 «0.001 


注 :“ 表 示 与 对 照 组 比较 P<0.05, "表示 与 EAT 组 比较 P<0.05; 
“表示 fH 值 。 


对 照 组 GSK126 


EAT 组 以 及 CSK126 处 理 组 小 鼠 甲状 腺 HE 染色 


图 5 x 
FigureS HE staining of thyroid in control group, EAT group and GSK126 


treatment group 
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淋巴 细胞 的 免疫 治疗 后 能 够 有 效 减 少 疾病 复发 以 及 新 发 
JexE 075^. pat B 淋巴 细胞 可 能 是 自身 免疫 疾病 治疗 
的 新 靶 点 。 

本 研究 发 现 HT 患者 甲状 腺 中 B 淋巴 细胞 亚 群 例如 
浆 母 细胞 及 浆 细 胞 分 布 异 常 ， 证 实 B 淋巴 细胞 在 HT 发 
病 机 制 中 发 挥 重要 作用 。 进 一 步 结果 提示 HT 患者 甲状 
腺 组 织 的 GCs 中 ，EZH2 在 CDB 淋巴 细胞 上 特异 性 过 
X^, H EZH2 在 浆 母 细胞 中 水 平 升 高 。EZH2 属于 多 
梳 和 蛋白 家 族 的 一 种 ， 是 多 梳 抑制 蛋白 复合 物 2 (PRC2 ) 
催化 活性 的 亚 单位 之 一 '" ， 因 此 也 是 表 观 遗传 学 中 重 
要 的 调控 蛋白 。EZH2 能 通过 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 的 酶 促 
反应 调控 染色 体 折 炙 从 而 抑制 基因 的 表达 '"*  ， 也 能 i 
过 甲 基 化 非 组 蛋白 靶 点 或 直接 与 其 他 蛋白 相互 作用 这 两 
种 非 依赖 PRC2 的 方式 ， 激 活 下 游 基因 '"  。 有 文献 报 
道 ，EZH2 在 免疫 系统 能 够 抑制 B 淋巴 细胞 分 化 基因 表 
达 ， 调控 B 淋巴 细胞 分 化 ， 其 次 能 维持 抗体 基因 随机 突 
"B. 促进 抗体 多 样 化 和 亲和力 成 熟 '""。 在 系统 性 红斑 
狼疮 、 干 燥 综 合 征 一 些 自 身 免疫 疾病 中 证 明 EZH2 发 挥 
着 重要 作用 , 能 够 促进 B 淋巴 细胞 增殖 、 分 泌 抗 体 '*?1。 
因此 推测 HT 甲状腺 组 织 中 ，EZH2 在 CD B 淋巴 细胞 ， 
尤其 是 浆 母 细胞 中 的 异常 表达 升 高 ， 可 能 促进 B 淋巴 细 
胞 分 化 成 浆 细 胞 ,进而 促进 甲状 腺 自身 免疫 抗体 的 生成 ， 
不 断 加 速 破坏 甲状 腺 滤 泡 细胞 , 导致 不 可 逆 的 甲 减 出 现 。 
因此 EZH2 在 HT 甲状 腺 组 织 中 的 B 淋巴 细胞 分 化 过 程 
中 可 能 发 挥 重要 作用 ， 其 可 能 是 治疗 HT HUN. 

EZH2 在 不 同 的 自身 免疫 疾病 中 致 病 机 制 不 同 ， 大 
部 分 研究 证 明 EZH2 通过 表 观 遗传 学 作用 抑制 /激活 下 
游 基因 或 信号 通路 促进 B 淋巴 细胞 分 化 、 功 能 以 及 抗 
体 产 生 ， 但 也 有 研究 发 现在 结肠 炎 和 实验 性 自身 免疫 性 
RARER P, NE Toll 样 受 体 (TLR ) 诱导 的 促 炎 
基因 表达 ,促进 了 巨 哈 细胞 和 小 胶 质 细胞 激活 从 而 促进 
自身 免疫 炎症 反应 ; 炎症 性 肠 病 中 EZH2 抑制 髓 源 抑 制 
细胞 功能 促进 炎症 发 展 """”。 因 此 EZH2 在 自身 免疫 
疾病 中 扮演 着 不 同 的 角色 ， 需 要 更 加 深入 挖掘 其 机 制 。 
本 研究 在 EAT 模型 中 应 用 8 周 EZH2 抑制 剂 GSK126, 
甲状 腺 HE 染色 评估 淋巴 细胞 温润 程度 以 及 检测 血清 
TgAb 水平 显示 , EAT 模 型 的 甲状 腺 炎症 程度 明显 缓解 。 
既往 有 研究 发 现 EZH2 升 高 促进 了 多 发 性 硬化 症 、 狼 疮 
患者 自身 抗体 的 生成 ”1 ， 抑 制 EZH2 能 缓解 自身 免 
疫 疾 病 如 系统 性 红斑 狼疮 和 炎症 性 肠 病 的 进程 1。 
本 人 研究 观察 到 了 EZH2 抑制 剂 在 EAT 模型 中 相似 的 免 
疫 抑 制作 用 。 目 前 越 来 越 多 的 特异 性 针对 EZH2 XOU 
传 作用 的 药物 已 进入 临床 试验 阶段 ，GSK126 是 其 中 一 
个 强 有 效 的 EZH2 酶 促 抑 制剂 ， 在 临床 前 和 临床 试验 中 
被 证 实 能 够 广泛 地 降低 EZH2 甲 基 化 转移 酶 活性 水 平 ， 
能 有 效 地 抑制 EZH2 在 疾病 中 致 病 作 用 "2 ， 本 研究 提 
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zs EZH2 抑制 剂 在 HT 的 治疗 中 可 能 具有 很 大 的 发 展 前 
景 及 转化 意义 。 

此 外 ， 本 研究 结果 显示 ， 与 HD 者 相 比 ，HT 患者 
的 PB 样本 中 B 淋巴 细胞 亚 群 的 分 布 没有 改变 ， 但 HT 
患者 FNA 样本 中 CDiy 细胞 百分比 明显 增加 ， 尤 其 是 ; 
母 细胞 和 浆 细 胞 ,支持 HT 是 器 官 特 异性 自身 免疫 紊乱 。 
我 们 的 结果 提示 ，FNA 样本 比 PB 样本 在 表现 HT 自身 
免疫 特点 时 ， 更 具 代表 性 。 既 往 文献 研究 中 也 认为 HT 
的 特征 是 甲状 腺 的 淋巴 细胞 包括 B、T 淋巴 细胞 浸润， 
而 B 淋巴 细胞 功能 异常 、 自 身 抗 体形 成 是 自身 免疫 性 甲 
状 腺 疾病 中 主要 的 免疫 反应 1 。 

本 研究 存在 局 限 性 : 首先 ， 仅 研究 了 HT 患者 中 
EZH2 的 表达 ， 并 没有 探讨 HT 患者 中 EZH B 淋巴 细 
胞 亚 群 的 功能 和 可 能 的 致 病 机 制 。 未 来 ， 需 要 进一步 的 
功能 研究 来 证 实 EZH2 在 调节 B 淋巴 细胞 分 化 和 刺激 浆 
母 细胞 分 化 成 浆 细 胞 中 的 作用 ， 在 细胞 水 平 及 动物 水 平 
上 进行 验证 。 其 次 ，EZH2 异常 升 高 的 上 游 调控 机 制 尚 
未 明确 ， 需 要 进一步 探索 。 

总 之 ， 本 研究 发 现 EZH2 在 HT 中 异常 表达 升 高 有 
可 能 促进 B 淋巴 细 胞 分 化 成 浆 细胞 ， 从 而 促进 甲状 腺 
自身 抗体 生成 ， 使 用 EZH2 抑制 剂 则 可 以 缓解 小 鼠 模型 
甲状 腺 炎症 程度 。 浆 母 细胞 EZH2 表达 增加 可 能 参与 了 
HT 的 发 病 机 制 。EZH2 可 能 作为 未 来 HT 的 治疗 靶 点 ， 
相关 机 制 需要 进一步 深入 研究 。 
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